Réle de I'inflammasome dans les flots humains et mas

Objectif 2: Déterminer, in vitro et dans des conditions phyatbologiques, si I'hypoxie est un processus
activateur de l'inflammasome NLRP3 dans les ila@tsgpéatiques humains et dans des ilots de souri@WT
KO pour NLRP3.

Méthode : Les Tlots humains ont été incubés ou non dansicubateur a hypoxie (1% oxygene) pendant
24h. Ces expériences ont été réalisées en présanten d'un inhibiteur de l'inflammasome, le glylue

(200uM).

Résultats :En réponse a I’hypoxie, nous avons observé unmeanttion de I'expression protéique de HIF,
une augmentation significative de I'expression gaaide VEGF et une sécrétion de VEGF. Ces résultats
indiquent que les ilots humains étaient bien insudreécondition hypoxique (Figure 1).

ES
B
(=1
=]
=]

a
s 5
Figure 1 2 - g
I -1}
g3 E 3000 |
ot )
g &
2 g 2000
pt £ —l_
3 T
g 2
g1 % 1000
Actin % S— — 5 Ls
n=3 ge N N E oo : '
o & n=3 2 & n=5

Concernant I'inflammasome, I'hypoxie induit une mentation significative de I'expression génique de
NLRP3 et ILB et une sécrétion de caspase-1 et de flpar les Tlots humains (Figure 2).
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De facon intéressante, linhibition de [linfammase par le glyburide, prévient partiellement

'augmentation de I'expression génique de NLRP8.&p ainsi que la sécrétion de caspase-1 et defy'IL1
induites par I'hypoxie (Figure 3 ; n=2)
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L’ensemble de ces résultats indiquent que I'hypaxékiit 'inflammasome NLRP3 dans les ilots humains
Nous avons ensuite investiguer le mécanisme pareldthypoxie active l'inflammasome NLRP3. Nous
nous sommes intéressés au stress du réticulum lesdogue (RE)

Méthode : Les Tlots humains ont été incubés ou non dansicubateur a hypoxie (1% oxygene) pendant
24h. Ces expériences ont été réalisées en présenoen d'un inhibiteur du stress du RE, le TUDCA
(2mM) ou d’un activateur du stress de RE, la tumigaine (21g/ml).

Résultats : L’hypoxie induit une augmentation significative tiexpression génique d’ATF4, CHOP et
PUMA, géenes impliqués dans le stress du RE (Figure=7).
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Afin de déterminer si I’hypoxie active I'inflammasone NLRP3 via le stress du RE, les flots humairts on
été incubés en hypoxie en présence ou non d'utitebr du stress du RE, le TUDCA (2mM). Les ilots

humains ont aussi été incubés en normoxie en ppés#nn activateur du stress du RE, la tunicamycine
(2ug/ml) pendant 24h.

Résultats :L'inhibition du stress du RE prévient 'augmentatide I'expression génique de CHOP, PUMA
et IL1B. De plus, l'activation du stress du RE induit Bawentation de I'expression génique de CHOP,
PUMA et IL1p comme observé en condition hypoxique (Figure £2)n
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Objectif 3: Déterminer, in vivo, I'implication de I'inflammas® dans un contexte de rejet de greffe d’ilots
en utilisant les souris KO NLRP3 dans des modédegrahsplantation syngénique et allogénique chez la
souris.

Les expériences sur le modeéle allogénigue onhétées. Le traitement des résultats est en cours.
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